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roMPOsmoN tontenant pes acide s NUCLEIOUES. 

ypFPAT? ATION FT \ ITTLTSATIONS 

La ix^sente invention conceme des compositions h base d'addes nucleiques, 
leur preparation et kur utilisation. Plus particulierement, elle conceme des 
5 compositions comprenant au moins un acide nudeique et una lipopolyamine et leur 
utilisation en th^rapie genique, notamment pour le transfert d'addes nudeiques. 

La therapie genique consiste a corciger une defidence ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante. etc) ou a assurer I'expression d'une prot6ine d'interfet 
thferapeutique par inteoduction d'une informaticm genetique dans la cellule ou I'organe 

10 affects. Cette information g6n6tique peut 6tre introduite soit in vitro dans une ceUule 
extraite de I'organe, la cellule modifiee 6tant alors reintroduite dans I'organisme, soit 
directement in vivo dans le tissu approprie. Differentes techniques ont ete decrites 
pour le ttansfert de cette information g&ietique. parmi lesquelles des techniques 
diverses de transfection impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran 

15 (Pagano et al., J.Virol. 1 (1967) 891) . d' ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al., 
Science 243 (1989) 375). d'ADN et de lipides (Feigner et al.. PNAS 84 (1987) 7413), 
d'ADN et de polylysine, I'emploi de liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 
10431), etc. Plus recemment, I'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de 
genes est apparu comme une alternative prometteuse h ces techniques 

20 physicochimiques de transfection. A cet 6gard, differents virus ont kte testes pour leur 
capacite a infecter certaines populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, 
HMS, MMS, etc), le virus HSV, les vims adeno-associes, et les adenovirus. 

Toutefois. les techniques developpees jusqu'a present ne permettent pas de 
resoudre de maniere satisfaisante les difficultes liees au transfert de genes dans les 

25 cellules et/ou I'cH-ganisme. En particulier. les problemes lies a la penetration de I'adde 
nucleique dans les cellules ne sent pas entierement resolus. En effet. la nature 
polyanionique des addes nucleiques previent leur passage a travers les memteanes 
cellulaires. S'il a ete montre que les acides nucleiques nus sont capables de traverser la 
membrane plasmique de certains types cellulaires in vivo (voir notamment la demande 

30 n° WO90/11092), I'efficacitS de transfection reste assez faible. De plus, les acides 
nucleique nus wit une demi-vie plasmatique courte. en raison de leur degradation par 
les enzymes et de leur aiminaticm par les voies urinaires. Par ailleurs, si les virus 
recombinants permettent d'amSUorer I'efficacite de transfert des acides nucleiques, leur 



aXCIO: <WO 9518863A1_L> 



W095««63 PCT/FTt95/00022 



emploi presente certains risques tels que la pathogenicite, la transmission, la 
replication, la recombinaison, la transformation, rimmunogenicite, etc. 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ces differents 
problemes. La demanderesse a en effet montre que certaines compositions comprenant 
5 un acide nucleique et une lipopolyamine peuvent permettre le transfert in vivo dudit 
acide nucleique dans une cellule et/ou un organe avec une grande efficacite et sans 
toxicite. Les compositions de Tinvention permettent egalement tfeviter les 
inconvenients lies a I'emploi de vecteurs viraux (dangers potentiels. taiUe limitee du 
gene transferee prix eleve. etc). 

10 Uutilisation de certaines lipqpolyamines pour transfecter in vitro des cultures 

cellulaires a deja ete decrite dans Tart anterieur. Ainsi, la demande EP 394 111 decrit 
FutilisatiOT de certaines lipopolyamines pour la transfection de lignees cellulaires in 
vitro. De meme. Fartide de Demoieix et al (Int. J. Dev. Biol. 35 (1991) 481) decrit 
I'utilisation dune lipopolyamine (la dioctadecylamidoglycyl spermine. DOGS) pour la 

15 transfection tfacides nucleiques in ovo. Selon ces documents, les lipopolyamines 
doivent etre utilisees dans des conditions telles que le rapport charges positives de la 
lipopolyamine / charges negatives de Tacide nucleique soit compris entre 2 et 5, et de 
preference egal a 3 ou 4. Cependant, comme le montrent les exemples 8 et 9 de la 
presente demande, de maniere surprenante, aucune des conditions decrites dans ces 

20 documents ne permet la transfection rfacides nucleiques in vivo. En raison 
tf interaction avec des macromolecules anioniques ou avec la matrioe extraoellulaire 
des tissus, les particules fomnees dans ces conditions sont en effet incapables de 
diffuser hors du site d'application. et done de transferer tout acide nucleique in vivo. 
De plus, les ccmditions de preparation decrites dans ces documents ne sont pas 

25 applicables a la realisation de compositions pharmaceutiques contenant des quantites 
inqxKtantes rfacides nucteiques. La demanderesse a maintenant montre que, dans 
certaines ccwiditions, les lipopolyamines peuvent fetre udlisees pour la transfecti<m in 
vivo rfacides nucleiques. Plus particuliferement, la demanderesse a trouve que, de 
mani&e surprenante, des compositions comprenant un acide nucl6ique et une 

30 lipopolyamine dans des conditions telles que le rapport charges positives de la 
lipopolyamine / charges negatives de Facide nucleique soit inferieur ou egal a 2 
permettent la transfection dudit acide nucleique in vivo avec une grande efficacite. De 
plus, la demanderesse a mis au point certaines conditions permettant la preparation de 
ces compositions phamiaceutiques incorporant des quantites importantes rfacide 
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nucleique. Les compositions phannaceutiques de rinvwition constituent ainsi des outils 
particulierement avantageux pour Tadministration et le transfert rfaddes nucleiques in 
vivo. 

Un premier olget de Finvention reside done dans iine composition comprenant 
5 au moins un acide nucleique et une lipopolyamine, dans laqueUe le rapport R = charges 
positives de la lipopolyamine / chai^ges negatives de Tacide nucleique est inferieur ou 
egala2. 

Au sens de lia presente invention, le terme lipopolyamine designe toute 
molecule amphiphile comprenant au moins une regicwi hydrophile polyamine et une 
10 region lipophile. La region polyamine des lipopolyamines. chargee cationiquement. est 
capable de s'associer de maniere reversible avec Tacide nucleique, charge 
negativement Cette interaction compacte fortement Tacide nucleique. La region 
lipophile rend cette interaction ionique insensible au milieu exteme, en recouvrant la 
particule nucleolipidique formee d'une pellicule lipidique. 

15 Avantageusement, la region polyamine des lipopolyamines utilisees dans le 

cadre de Tinvention repond a la f ormule gen6rale 

H2N-(-(CH)ni.NH-)n-H 

dans laquelle m est un nombre entier superieur ou egal a 2 et n est un nombre entier 
20 superieur ou egal a 1, m pouvant varier entre les differents groupes de carbone 

compris entre deux amines, Preferentiellement, m est compris entre 2 et 6 

inclusivement et n est compris entre 1 et 5 inclusivement Encore plus 

pref erentidlement, la region polyamine est representee par la spermine ou un analogue 

de la spermine ayant conserve ses p-oprietes de liaison a TADN. 
25 La region lipophile peut etre une diaine hydrocarbonee. saturee ou non, du 

cholesterol, un lijride naturel ou un lipide ^thetique capables de former des phases 

lamellaires ou hexagcmales. 

Avantageusement. on utilise dans le cadre de la presente invention des 
lipopolyamines telles que defmies dans la demande de brevet EP 394 IIL Cette 
30 demande decrit egalement un procede utilisable pour la preparation de ces 
lipopolyamines. 
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De maniere paiticulierement avantageuse, on utilise dans le cadre de 
rinvention la dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) ou la 5-carboxyspermylamide 
de la palmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES). 

Pour obtenir un effet optimum des compositions de Tinvention. les 
5 proportions respectives de la polyamine et de Tacide nucleique sont de preference 
determinees de sorte que le rapport R charges positives de la lipopolyamine / charges 
negatives de Tacide nucleique soit compris entre 0,1 et 1,9; plus preferendellement 
entre 0.5 et 1,5. 

Dans les compositions de la presente invention, Fadde nucl&que peut etre 
10 aussi Irien un acide desoxyribonucleique qu'un acide ribonucleique. II peut s*agir de 
sequences d'<xigine naturelle ou artificielle, et notamment tf ADN genomique, 
d'ADNc, d'ARNm, tfARNt, d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences 
synthetiques ou semi-synthetiques. Ces acides nucleiques peuvent etre tforigine 
humaine, animate, vfegetale, bacterienne, virale, etc, lis peuvent etre obtenus par toute 
15 technique connue de ITiomme du metier, et notamment par criblage de banques, par 
synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 
par ailleurs etre incorpores dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concemant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
etre simple ou double brin. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques, des sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des 
sequences antisens, des regions de liaison a d'autres composants cellulaires, etc. 

Au sens de Tinvention, on entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi code peut etre une proteine, un peptide, etc. Ce produit proteique peut 
etre homologue vis-a-vis de la cellule cible (c*est-a-dire im produit qui est 
normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune 
pathologic). Dans ce cas, Texpression d'une proteine permet par exemple de pallier 
une expression insuffisante dans la cellule ou Texpression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 
proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant tfune proteine 
cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc. Le produit proteique 
peut egalement etre hfeterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une 
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proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite def iciente 
dans la cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou stimuler une repcmse 
immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
5 citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins. les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons. TNF, etc (FR 9203120). les facteurs de 
croissance. les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthase, les 
facteurs trophiques : BDNF. CNTF. NGF. IGF, GMF. aFGF, bFGF, NT3, NTS. 
HARP/pleiotrophine, etc; les apolipoproteines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 
10 05125), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la proteine CFTR 
associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745). les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, les genes intervenant dans la reparation de 
I'ADN. les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), etc. 

Le gene therapeutique peut 6galement etre un gene ou une sequence 
antisens, dont Texpression dans la cellule cible permet de controler Texpression de 
genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par 
exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires d'ARNm 
cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine. selon la technique decrite dans 
le brevet EP 140 308. Les antisens comprennent egalement les sequences codant pour 
des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des ARN cibles (EP 321 
201). 

Comme indique plus haut, Tacide nucleique peut egalement comporter un pu 
plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez Thomme 
ou Tanimal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
rinvention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appliques a I'homme ou a Tanimal, notamment contre des 
microorganismes, des virus ou des cancers, II peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specifiques du virus d*Epstein Barr, du virus HIV, du virus de Thepatite 
B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de tumeurs (EP 
259 212). 

Preferentiellement, racide nucleique comprend egalement des sequences 
permettant Texpression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le peptide 
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antigenique dans la cellule ou Torgane desire. II peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de rexpression du gene consider^ lorsque ces sequences 
sont susoeptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut 6galement s'agir de 
sequences tforigine diffeiente (responsables de Texpression tfautres proteines, ou 
5 meme synth6tiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes.ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme. il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut citer par exemple les 
promoteurs des genes ElA. MLP. CMV, RSV, etc. En outre, ces sequences 
10 d'expression peuvent fetre modififees par addition de sequences tfactivation, de 
regulation, etc. 

Par ailleurs, Tacide nucleique peut egalement comporter, en particulier en 
amont du gene therapeutique. une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
synthetise dans les voles de secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
15 etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut egalement 
s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal 
artificielle. 

Dans un autre mode de mise en oeuvre, la presente invention conceme des 
compositions comprenant un acide nucleique, une lipopolyamine et im adjuvant 
20 capable de s'associer au complexe lipopolyamine/acide nucleique et d'ameliorer le 
pouvoir transfectant. La demanderesse a en eff et montre que le pouvoir transfectant 
des lipopolyamines peut etre de maniere inattendue augmente en presence de certains 
adjuvants (lipides ou proteines par exemple), capables de s'associer au complexe 
lipopolyamine/acide nucleique. Comme le montrent les exemples 4 a 7 de la presente 
25 demande, cette amelioration se manifeste aussi bien in vitro que in vivo. 

Plus preferentiellement, les compositions de Tinvention comprennent. 
comme adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont 
particulierement avantageuses. notamment lorsque le rapport R est faible. La 
demanderesse a en effet montre que I'addition d'un lipide neutre peimet d'ameliorer la 
30 formation des particules nucleolipidiques et, de maniere surprenante, de favoriser la 
penetration de la particule dans la cellule en destabilisant sa membrane. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la 
presente invention sont des lipides a 2 chaines grasses. 

De maniere particulierement avantageuse, on utilise des lipides naturels ou 
35 synthetiques. zwitterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions 
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physiologique. II peuvent Stre choisis plus particulierement parmi la 
dioleoylpho^hatidylethanolamine (DOPE), le oleoyl-palmitoylphos- 
phatidylethanolamine (POPE), le di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoyl 
phosphatidylethanolamine ainsi. que leurs deriv6 N-methyles 14 3 fois; les 

5 phosphatidylglyccrols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les 
cer^lxosides (tels que notamment les galactoc6r§teosides), les sphingolipides (tels 
que notamment les sphingomyelines)ou encore les asialogangliosides (tels que 
notamment les asialoGMl et GM2). 

Ces diffeients lipides peuvent etre obtenus soil par synthese. soit par 

10 extraction a partir d'organes (exemple : le cen^eau) ou d'oeufs. par des techniques 
classiques bien connues de Thomme du metier. En particulier, Textraction des lipides 
naturels peut etre realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement 
Lehninger, Biochemistry). 

Preferentiellement, les compositions de I'invention comprennent de 0,1 a 20 

15 equivalents d'adjuvant pour 1 equivalent de lipopolyamine, et, plus 
preferentiellement, de 1 a 5. 

Les compositions selon Tinvention peuvent etre formulees en vue 
^administrations par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, parenterale, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, 

20 transdermique, etc. De preference, les compositions pharmaceutiques de Tinvention 
contiennent un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 
injectable, notamment pour une injection directe au niveau de Torgane desire, ou pour 
tme administration par voie topique (sur peau et/ou muqueuse). II peut s'agir en 
particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment 

25 lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, 
permettent la constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees 
pour I'injection ainsi que le nombre d*administrations peuvent etre adaptees en 
fonction de differents parametres, et notamment en fonction du mode 
d*administration utilise, de la pathologie concemee, du gene a exprimer, ou encore de 

30 la duree du traitement recherchee. 

La presente invention foumit ainsi une methode particulierement 
avantageuse pour le traitement de maladies, comprenant Tadministration in vivo dun 
acide nucleique apte a corriger ladite maladie associe a ime lipopolyamine dans les 
conditions definies ci-avant Plus particulierement. cette methode est applicable aux 
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maladies resultant dune deficience en un produit proteique ou nucleique et I'acide 
nucleique administre code pour ledit produit proteique ou contient ledit produit 
nucleique. 

La jwesente invention sera plus completement decrite a I'aide des exemples 
5 qui suivent, qui doivent etie consideres comme illustratif s et non limitatif s. 

f ,YF.MPLE 1 - Plasmides utilises pour le transf ert de gfenes in vivo 

Trois types de constructions ont ete utilisees pour mettre en evidence 
I'activitS des compositions de I'invention : Des plasmides comportant le gene codant 
pour la lucifeiase (Luc), des plasmides comportant le gene codant pour la B- 
10 galactosidase (gene LacZ) et des plasmides comportant le gene codant pour la 
chloramphMcol acetyl transferase (CAT). 

1.1. Plasmides comportant le g&ie Luc 

Le plasmide pCMV-luc comporte le promoteur du Cytomegalovirus (CMV). 
extrait du plasmide vecteur pcDNA3 (Invitrogen) par coupure avec les enzymes de 
15 restriction Mlu I et Hindlll. situe en amont du gene codant pour la luciferase, insere 
aux sites Mlul et Hindlll dans le vecteur pGL basic Vector (Promega). 

1.2. Plasmides comportant le gene LacZ 

Le plasmide pCMV-BGal (Clontech) comporte le promoteur CMV situe en 
amont du gene LacZ codant pour la (^galactosidase d'Escherichia coli. Le vecteur 
20 pSV-nls LacZ (pAOnlsUcZ) comporte le meme promoteur, une sequence de 
localisation nucleaire (issue du virus SV40) localis6e en phase et en amont du g6ne 
LacZ. Cette construction permet I'expresaon de la proteine de fusion nls-p- 
galactosidase dans le noyau des cellules (a De Luze et al.. PNAS 90 (1993) 7322). 

1.3. Plasmides comportant le gene CAT 

25 Les plasmides ayant pour gene rapporteur le gene codant pour la 

chloramphenicol acetyl transferase (CAT) sous contrdle des promoteuts RSV (pRSV- 
CAT) et SV40 (pSV40-CAT) ont 6t6 publics (Boutiller et al., Prog. Neuro- 
PhychoPharmacol. et Biol. Psychiat. 16 (1992) 959; de Luze et al. PNAS 90 (1993) 
7322). 
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pXKMPLE 2 - Ttansf ert d'acide nucl6ique in vivo dans le cerveau de souris nouveau- 
nees en utilisant une lipopolyamine dans un rapport R = 0,8. 

Cet exeraple decrit le transfert du plasmide pCMV-luc in vivo sur le cerveau 

de souris nouveau-nees. 
5 30 Hg de plasmide pCMV-luc (exemple 1.1.) ont ete dilues dans 30 nl NaCl 

150 mM sterile (concentration de 1 Hg/^l). Ensuite, 0.6 ^1 de dioctadecylamidoglycyl 
spermine (DOGS) 40 mM. prepare dans de I'ethanol 100 %. ont ete ajoutes. 

Le melange a ete vortexe rapidement et utilise pour des injections 
intrac&ebrales chez des souris nouveau-nees. Pour cela, les souris ont ete 
10 anesth&ifees par le froid (placees sur une feuille d'aluminium en contact avec de la 
glace), puis 2 Ml de melange (2 jig d'acide nucleique) ont ete injectes par souris. Les 
injections ont ete reatisees dans le cortex, a I'aide dun micromanipulateur et une 
microseringue reliees a une microelecu-ode. 

Les cerveaux ont ete preleves 48 heures plus tard, homogeneises, centrifuges 
15 et le sumageant utilise pour le dosage de la luciferase. Pour cela. le sumageant a ete 
incube en presence d'un tampon comprenant de la luciferine, du coenzyme A et de 
I'ATP. et la lumiere emise (generalement pendant 10 secondes) a ete mesuree avec un 
lurainometre (Wood K. (1990) Promega Notes. 28). 

Les resultats obtenus montrent une activity en unites lumifere relative 
20 normaUs^e de 425 RLU/cerveau (moyenne de 10 animaux) (RLU = "relative Ught 
unit") loisque le transfert est realise au moyen de la composition de I'invention avec 
R=0,8, contre une activite nomaKsee de 100 RLU/cerveau lorsque le transfert est 
realise au moyen du plasmide seul (moyenne de 10 animaux) . 

KXEMPLE 3 - Comparaison du transfert d'acide nucleique in vivo dans le cerveau de 
25 souris nouveau-nees en utilisant une lipopolyamine dans un rapport R = 1 .5 et 0,8. 

3.1. Transfert du plasmide pCMV-luc 

Pour le rapport R=0,8. les conditions sont celles de I'exemple 2. Pour le 
rapport R=1.5; 30 jig de plasmide pCMV-luc (exemple 1.1.) ont ete dilues dans 30 yd 
NaCl 150 mM sterile (concentration de 1 Ensuite. 1,13 \>i de 

30 dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) 40 mM. prepare dans de I'ethanol 100 %. 
ont ete ajoutes. 
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Le melange a 6te vortexe rapidement et utilise pour des injections 
intracerebrales chez des souris nouveau-nees. Pour cela, les souris ont ete 
anesthesiees par le froid (placees sur une feuille d'aluminium en contact avec de la 
glace), puis 2 Ml de melange (2 \xg d'acide nucleique) ont 6te injectes par souris. Us 
5 injections ont 6te realisees dans le cortex, a I'aide tfun micromanipulateur et une 
microseringue reliees a une micro61ectrode. 

Les cerveaux ont ete preleves 48 heures plus tard, homogeneises, centrifuges 
et le sumageant utilis6 pour le dosage de la lucif&ase selon le protocole decrit dans 
Texemple 2. Les resultats obtenus montrent une activite normalisee de 89 
10 RLU/cerveau (moyenne de 12 animaux) lorsque le transfert est realise au moyen de la 
composition de Tinvention avec un rapport R=l,5, contre une activite normalisee de 
100 RLU/cerveau loreque le transfert est realise au moyen de la composition de 
invention avec un rapport R=0,8 (moyenne de 11 animaux). 

3.2. Transfert du plasmide pSV-nls LacZ 

15 La meme procedure que dans Texemple 3.1. ci-dessus a ete employee pour 

transfecter le plasmide pSV-nIs LacZ comportant le gene LacZ codant pour la (3- 
galactosidase sous controle d'un promoteur SV40 (simian virus 40). Cette 
construction (exemple 1.2.) code aussi pour un peptide de signalisation a localisation 
nucleaire. Uenzyme |i-galactosidase est ainsi transportee vers le noyau et la reaction 

20 enzymatique produite par Vacide nucleique est limitee a cette region subcellulaire. 
Les injections ont ete realisees de la meme maniere que pour le plasmide pCMV-luc, 
et les cerveaux ont aussi ete preleves 48 heures post-transfection, fixes dans le 
paraformaldehyde (2 %) pendant 24 heures puis traitfe pour la reaction |3- 
galactosidase. Les cerveaux ont ensuite ete examines pour les sites d'expression, les 

25 zones positives coupees au cryostat (15 fim). montees sur lames et photographiees. 
Dans 2 s&ies rfexperiences independantes. trois animaux sur 10 montrent, au niveau 
des regions situees autour de la zone rfinjection. des groupes de cellules dont le 
noyau presente une coloration bleue tres prononcee, caracteristique de Tactivite B- 
galactosidase* 

30 EXEMPLE 4 - Transfert d'acides nucleiques in vitro : optimisation du rapport 
lipopolyamine/adjuvant. 

Cet exemple decrit le transfert d'acides nucleiques in vitro (sur cultures 
cellulaires) au moyen d'une composition selon Tinvention comprenant I'acide 
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nucleique. une lipopolyamine et un adjuvant (lipide neutre) dans differentes 
conditions. 

10^ cellules des lignees fibroblastes 3T3 et hepatome humain HepG2 ont ete 
incubees respectivement en presence de 1 et 2Mg des plasmides pCMV-6Gal ou 
5 pCMV-Luc dans differentes conditions : 

- en presence de DOGS dans des rapports de charges R= 1 et 1,5 

- en Tabsence ou en presence de 1, 2, 5 ou 10 equivalents dun adjuvant 

(DOPE). 

Le pouvoir transfectant a ensuite ete determine dans les conditions decrites a 
10 Texemple 2 pour la luciferase, ou par mesure des pourcentages de cellules presentant 
un coloration bleue prononcee pour I'activite LacZ. Les resultats obtenus sont 
presentes dans les tableaux ci-dessous. 

Tahlpaii 1 ■ Artivite I .iiHferase (en RLU/ 10 sec./mg Prot.) 



Conditions/Cellules 


3T3 


HepG2 


DOGS (R= 1,5) 


1.7.106 


2.102 


DOGS (R= 1.5) + 2 ea DOPE 


2.1(P 


8.103 



15 Tableau 2 : Activite LacZ 





Fibroblastes 3T3 


Rapport de DOGS 


1 


1.5 


OeqDOPE 


0 


5 


leqDOPE 


8 


30 


2eqDOPE 


48 


69 


5 eq DOPE 


15 


25 


10 ea DOPE 


5 


10 



EXEMPLE 5 - Transf ert d'acide nucleique in vivo dans le cerveau de souris nouveau- 
nees en utilisant une lipopolyamine dans un rapport R = 1 et un lipide neutre. 

Dans cet exemple, une solution ethanolique de DOGS a 40 mM a ete 
20 m61ang6e avec un volume egal d'une solution de dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE) a 80 mM, preparee dans un melange chloroforme/ethanol (1/5). Ainsi pour 
un equivalent de DOGS la composition contient deux equivalents de DOPE. 
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30 Mg de plasmide pCMV-luc (exemple 1.1.) ont etc dilu6s dans 30 (il NaQ 
150 mM st6rile (concentration de 1 jig/fil). Ensuite, 1,5 jil du melange DOGS/DOPE 
prgparg ci-dessus ont ^ ajout^ 

La suite du protocole (injections, prelevements, dosages) est identique a 
5 celle decrite a I'exemple 3.1. Les restiltats obtenus montrent une activite nonnalisee 
de 241 RLU /cerveau (moyenne de 13 animaux) lorsque le transfert est realise en 
presence de I'adjuvant (lipide neutre). centre une activity normaUsee de 100 
RLU/cerveau lorsque le transfert est realise en presence du DOGS seul. daris le mtme 
rapport de charges R = 1 (moyenne de 13 animaux). 

10 EXEMPLE 6 - Transfert d'acide nucleique in vivo dans le cerveau de souris nouveau- 
nees en utilisant une lipopolyamine dans un rapport R = 1,25 et un lipide neutre. 

Dans cet exemple, une solution ethanolique de DOGS a 40 mM a ete 
melangee avec un volume egal d'une solution de dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE) a 80 mM. preparee dans un melange chloroforme/ethanol (1/5). Ainsi pour 
15 un equivalent de DOGS la composition contient deux equivalents de DOPE. 

30 de plasmide pCMV-luc (exemple 1.1.) ont 6te dilute dans 30 jil NaCl 
150 mM sterile (concentration de 1 \iglvi). Ensuite, 1,87 ^1 du melange DOGS/DOPE 
prepare ci-dessus ont 6^ ajoutes. 

La suite du protocole (injections, prelevements, dosages) est identique i 
20 celle decrite a I'exemple 3.1. Les resultats obtenus montrent une activite noimalisee 
de 405 RLU/cerveau (moyenne de 8 animaux) lorsque le transfert est realise en 
presence de I'adjuvant. centre une activite normalisee de 100 RLU/cerveau (moyenne 
de 8 animaux) lorsque le transfert est realise en presence du DOGS seul, dans le 
meme rai^)Qrt de charges R = 1,25. 

25 EXEMPLE 7 - Transfert d'acide nucleique in vivo dans le cerveau de souris nouveau- 
nees en utilisant une lipopolyamine dans un rapport R = 1,5 et un lipide neutre. 

Dans cet exemple, une solution ethanolique de DOGS & 40 mM a ^t6 
m^angee avec un volume 4gal d'une solution de dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE) i 80 mM, i»6par6e dans un melange chloroforme/ethanol (1/5). Aina pour 
30 un equivalent de DOGS la composition contient deux Equivalents de DOPE. 
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30 (jg de plasmide pCMV-luc (exemple 1.1.) ont 6t6 dilu6s dans 30 \il NaCl 
150 mM sterile (concentration de 1 Mg/jil). Ensuite. 2^6 jil du melange DOGS/DOPE 
prepare ci-dessus ont ajoutes. 

La suite du protocole (injections, prelevements. dosages) est identique a 
5 celle dficrite a I'exemple 4.1. Us resultats obtenus montrent une activite noraialisee 
de 165 RLU/cerveau (moyenne de 10 animaux) lorsque le transfert est realise au 
. moyen d'une composition de I'invention contenant un adjuvant (lipide neutre), contre 
une activite nomialisie de 100 RLU/cerveau (moyenne de 11 animaux) lorsque le 
transfert est realise au moyen du DOGS seul. dans le meme rapport de charges 
10 (R=13). 

EXEMPLE 8 - Transfert d'acide nucl^que in vivo chez la souris en utilisant une 
lipopolyamine dans un raj^rt R = 3. 

Cet exemple decrit le transfert du plasmide pCMV-luc in vivo sur des souris 
adultes. Les experiences ont ete realisees sur des souris adultes anesth^aees au 
15 pentobarbital. 

8.1 . Transfert par voie veineuse 

Pour chaque souris, 100 jxg de plasmide pCMV-luc ont ete dilues dans 
100 Ml de NaCl 150 mM. Ensuite. 7J5 de DOGS 40 mM ont ete ajoutes a la 
solution. La veine jugulaire des souris a ensuite ete exposee par dissection, et la 

20 solution ci-dessus injectee dans la jugulaire en direction du coeur. La peau a ensuite 
ete refermee avec des agrafes. 48 heures apres I'injection, les souris ont ete sacrifees 
par dislocation cervicale, et le foie, les poumons, la rate, le cerveau, les reins et un 
6chantillon de muscle squelettique ont ete preleves. Apres homogeneisation et 
centrifugation, les sumageants ont ete utilises pour doser la luciferase. Cette 

25 »cperience a et6 leaiisee sur 4 souris. Aucune expression de la luciferase n'a ete mise 
en Evidence dans les diffSrents tissus testes. 

8.2. Transfert par voie intramusculaire 

60 ^ig de plasmide pCMV-luc ont ete dilues dans 300 jd de NaCl 150 mM. 
Ensuite. 4,5 jd de DOGS 40 mM ont ete ajoutes a la solution. 50 \il du melange 
30 prepare ci-avant (10 \ig d'ADN) ont ensuite ete injectes pour chaque souris. a travers 
la peau, dans le muscle ant6rieur tibilalis. 48 heures aprSs I'injection, les souris ont 
^e sacriifees par dislocation cervicale, et les muscles injectes ont gte preleves. Apres 
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homogeneisation et centrifugation, les sumageants ont ete utUises pour doser la 
luciferase. Cette experience a ete lealisee sur 6 souris. Aucune expression de la 
luciferase n'a ete decelee. 

Ff X^MP^ ^- Q - Transfert d'acide nucleique in vivo chez la souris en utilisant une 
5 lipopolyamine dans un rapport R = 4. 

Cet exemple decrit le transfert du plasmide pCMV-luc in vivo sur des souris 
adultes. Les experiences ont ete realisees sur des souris adultes anesthesiees au 
pentobarbital. 

9,1 • Transfert par voie veineuse 

10 Pour chaque souris, 100 jxg de plasmide pCMV-luc ont ete dilues dans 

100 [il de NaCl 150 mM. Ensuite, 10 jil de DOGS 40 mM ont ete ajoutes a la 
solution. La veine jugulaire des souris a ensuite ete exposee par dissection, et la 
solution ci-dessus injectee dans la jugulaire en direction du coeur. La peau a ensuite 
ete refermee avec des agrafes. 48 heures apres Tinjection, les souris ont ete sacrifees 

15 par dislocation cervicale, et le foie, les poumons, la rate, le cerveau. les reins et un 
tehantillon de muscle squelettique ont ete preleves. Apres homogeneisation et 
centrifugation. les sumageants ont ete utilises pour doser la luciferase. Cette 
experience a 6te realisee sur 4 souris. Aucune expression de la luciferase n*a ete mise 
en evidence dans les differents tissus testes. 

20 9.2. Transfert par voie intramusculaire 

60 ^g de plasmide pCMV-luc ont ete dilues dans 300 |il de NaCl 150 mM. 
Eiisuite, 6 ^1 de DOGS 40 mM ont ete ajoutes a la solution. 50 \jd du melange prepare 
ci-avant (10 \xg d'ADN) ont ensuite ete injectes pour chaque souris, a travers la peau, 
dans le muscle anterieur tibilalis. 48 heures apres I'injection, les souris ont ete 

25 sacrifees par dislocation cervicale, et les muscles injectes ont ete preleves. Apres 
homogeneisation et centrifugation, les sumageants ont ete utilises pour doser la 
lucif&ase. Cette experience a et6 realisee sur 6 souris. Aucune expression de la 
luciferase n*a ete decelee. 
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PFVFNOTCATIONS 

1. Composition phannaceutique comprenant xm adde nucleique et une 
Upopolyamine caracterisee en ce que le rapport (R) charges positives de la 
lipcpolyamine sur charges negatives de Tacide nucleique est inferieur ou egal a 2. 

5 2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que la 

lipopolyamine comprend au moins une region hydrophile polyamine de fomiule 
generate H2N-{-(CH)ni-NH-)n-H dans laqueUe m est un nomhre entier superieur ou 
egal a 2 et n est un nomhre entier superieur ou egal a 1. m pouvant varier entre les 
differents groupes de carbone compris entre 2 amines, et une region lipophile qui peut 

10 etre une chaine hydrocarbonee, saturee ou non, du cholesterol, un lipide naturel ou un 
lipide synthetique capables de former des phases lamellaires ou hexagonales. 

3. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que m est compris 
entre 2 et 6 inclusivement et n est compris entre 1 et 5 inclusivement 

4. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que la region 
15 polyamine est representee par la spermine ou un analogue de la spermine ayant 

conserve ses proprifetes de liaison a TADN. 

5. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que la 
lipopolyamine est choisie parmi le DOGS et le DPPES. 

6. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que Tacide 
20 nucleique est un adde desoxyribonucleique. 

7. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que Tadde 
nucleique est un acide ribonucleique. 

8. Composition selon la revendication 6 ou 7 caracterisee en ce que Tadde 
nucleique est modifie diimiquement 

25 9. Composition selon la revendication 6 a 8 caracterisee en ce que Tadde 

nucleique est \m antisens. 

10, Composition selon Vune des revendications 6 a 8 caracterisee en ce que 
Vadde nucleique comporte un gene therapeutique. 
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11. Composition selon Vme quelconque des revendications precedentes 
caracteiisee en ce que le rapport R est compiis entre 0,1 et 1,9. 

12. Composition selOT la revendication 1 1 caracterisee en ce que le rapport R 
est compris entre 0,5 et 1,5. 

5 13. Composition comprenant un adde nucleique, une lipopolyamine et un 

adjuvant capable de s'associer au complexe lipopolyamin^acide nucleique et 
d*am£liorer son pouvoir transfectant 

14. Composition selon la revendication 13 caracterisee en ce que Fadjuvant 
est un ou plusieurs lipides neutres. 

10 15. Composition selon la revendication 14 caract6risee en ce que le ou les 

lipides neutres sont choisis parmi les lipides synthetiques ou naturels, zwitterioniques 
ou depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. 

16. Composition selon la revendication 15 caracterisee en ce que le ou les 
lipides neutres sont des lipides a 2 chaines grasses. 

15 17. Composition selon la revendication 15 caracterisee en ce que le ou les 

lipides neutres sont choisis parmi la dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), 
Foleoyl-palmitoylphos-phatidylethanolamine (POPE), le di-stearoyl, -palmitoyl, - 
mirystoyl phosphatidylethanolamine ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois; les 
phosphatidylglycerols. les diacylglycerols. les glycosyldiacylglycerols, les 

20 cer6hrosides (tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels 
que notamment les sphingomyelines) et les asialogangliosides (tels que notamment 
les asialoGMl et GM2). 

18. Composition selon les revendications 13 k 17 caracterisee en ce que la 
lipopolyamine est definie selon les revendications 2 a 5. 

25 19. Composition selon la revendication 13 caracterisee en ce que le rapport 

(R) charges positives de la lipopolyamine sur charges negatives de Tacide nucleique est 
inferieur ou egal a 2. 
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20. Composition selon Tune des revendications 13 a 19 caracterisee en ce 
qu'elle comprend de 0,1 a 20 equivalents rfadjuvant pour 1 equivalent de 
lipopolyamine, et, plus preferentiellement, de 1 a 5. 

21. Qwnposition selon Tune quelconque des revendications precedentes 
5 caracteris6e en ce qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour 

une formulation injectable. 

22. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes 
caracterisee en ce qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour 
une application sur la peau et/ou les muqueuses. 
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